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　　　In　the　present　study，　cytogenetic　and　molecular　analyses　were　performed　on　25　patients　with
chronic　myelogenous　leukemia　（CML）．　The　diagnosis　of　CML　was　made　as　following　criteria：1）
leukocytosis　of　more　than　20，000／pt1，　2）　bone　marrow　granulocytic　hyperplasia，　3）　percentage　of
blasts　in　the　marrow　and／or　peripheral　blood　was　less　than　200／o，4）　low　level　of　neutrophils　alkaline
phosphatase，　5）　absence　of　monocytosis，　6）　no　evidence　of　marrow　dysplasia，　and　patients　exclud－
ing　polycythemia　vera，　essential　thrombocythemia，　and　myelofibrosis．
　　　In　the　group　of　25　patients　with　CML，　five　patients　were　diagnosed　as　having　Ph　negative　CML
（Ph　（一）　CML）．　The　remaining　20　cases　showed　a　standard　Ph　translocation，　i．e．，　t　（9；22）　（q　34；
q　11），　（Ph　（十）　CML）　：this　group　includes　two　patients　with　late　appearing　Ph．　ln　the　group　of　Ph
（＋）　CML，　18　had　rearrangement　within　the　maj　or　breakpoint　cluster　region　（M－BCR）　and　breaks
clustered　at　exon　2　and　exon　3．　No　particular　differences　in　sublocalization　of　breakpoint　within
M－BCR　were　noted　6etween　patients　with　CML　in　the　blastic　crisis　and　those　with　chronic　phase．
In　Ph　（十）　CML　patients，　two　did　not　show　any　detectable　rearranged　fragment　when　using　5’一side
bcr　probe　which　could　hybridize　to　abnormal　segment　in　almost　all　Ph（十）CML　patients，　thus　these
cases　were　designated　as　Ph　（十）　M－BCR　（一）　CML．　By　contrast，　two　of　the　five　Ph　（一）　CML　had
rearranged　M－BCR．　In　this　study，　CML　patients　with　Ph　translocation　and　M－BCR　rearrangements
manifested　significant　basophilia　and　elevated　platelet　count．　Furthermore，　Ph　（一）　CML　showed
high　peripheral　blast　percentage　when　compared　with　Ph　（十）　CML．　lnteresting　to　note　is　that　Ph
（一）CML　consists　of　at　least　two　groups：one　is　M－BCR　non－rearranged　CML，　and　another　is
M－BCR　rearranged　Ph　（一）　CML．　Ph　（一）　CML　patients　with　later　category　showed　similar
hematological　and　clinical　manifestations　of　those　with　Ph　（十）　M－BCR　typical　CML，　while　Ph（一）
M－BCR　non－rearranged　CML　had　relative　monocytosis　with　absence　of　massive　splenomegaly，
though　hematological　criteria　matched　CML．　Thus　molecular　investigations　in　CML　petients　might
provide　further　informations　in　the　understanding　of　biological　and　clinical　implications　of　CML．
（1990年11月13日受付，1990年11月20日受理）
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緒 言
　慢性骨髄性白血病（Chronic　Myelogenous　Leuke－
mia：以下CML）は慢性骨髄増殖性症候群に位置
付けられ，Philadelphia（Ph）染色体の存在をその
主たる特徴の一つとする．このPh染色体は，　Ph転
座，すなわち9番染色体と22番染色体の相互転座［t
（9；22）（q34；q11）］により形成されるが，　Ph転
座を認めない症例も全体の約10％に認められ，Ph
陰性CML（以下Ph（一）CML）として分類され
ている1）．一方，近年の分子生物学的手法の進歩に伴
い，9番染色体9q34に。－ablと呼ばれる癌遺伝子
（cellular　oncogene）の局在が明らかになると共に，
Ph転座における22番染色体上の切断点が5．8kb
の非常に狭い範囲に限局していることも判明し，
Groffenらによってbreakpoint　cluster　region
（bcr）と命名された2）一一4）．その後Ph転座における切
断点は従来のbcrよりも長い範囲に渡って認めら
れることがわかり，現在ではBCRという名称で統
一され，従来のbcrに相当しCMLにおいて多く認
められる切断点は，major　breakpoint　cluster
region（M－BCR）と呼ばれている5）．　Ph転座におい
ては，9q34のAB：しが22　q　11のBCRにhead
to　tailの形で転位し，　BCR－ABLの結合がおこる．
そしてこのBCR／ABL　fusion　geneより8．5kb
BCR／ABL　mRNAが転写され，さらにこれより210
KDのchimera　proteinであるP210が産生され
る．この蛋白は正常のABL由来であるP145より
高いtyrosine　kinase　activityを有し，これがCML
発生および病態に深い関わりを持っていると推定さ
れている6）7）．
　そこで，CMLにおけるPh転座とM－BCR再構
成の意義を明らかにする目的で，25例のCMLにつ
いて細胞遺伝学的ならびに分子生物学的検：討を行う
と共に，臨床像を詳細に分析し統計学的処理を加え，
若干の知見を得たので報告する．
研究対象
　CMLと診断された25例を対象とした．　CMLの
診断は，原則として下記のcriteriaを用いた．すな
わち，（1）20，000／μ1以上の白血球増加，（2）
granulocytic　hyperplasiaを伴う過形成骨髄，（3）
末梢血および骨髄における芽球20％以下，（4）好中
球アルカリフォスファターゼ（NAP）活性低下，（5）
絶対的単球増加を認めない，（6）骨髄に異形成を認
めない，（7）真性多血症，本態性血小板血症，骨髄
線維症を除外，この（1）～（7）を必要条件とした．細
胞遺伝学的検討はQ分染法にて行い，Ph転座の有
無によりPh陽性CML（以下Ph（＋）CML）と
Ph（一）CMLに分類したが，初診時正常核型で経
過中にPh　保有細胞が検出された例はPh　（＋）
CMLとして扱った8）．なお，　M－BCRの制限酵素の
Restriction　fragment　length　polymorphism
（RFLP）を検討するため，　Ph転座を認めない急性
骨髄性白血病（AML）35例を対照として用いた．
研究方法
　分子生物学的検討はSouthern　blotting　tech－
nique　（サザンプロット法）にて二種類のプローブ
DNAと三種類の制限酵素を用いて，下記のごとく
行った9）．
　（1）高分子DNAの抽出
　患者の骨髄液1．Oml，または末梢血10m1を2
倍量のMedium（RPMI　1640；Gibco，　Grand
Island，　NY）に希釈し，　Ficoll　Hypaque液を用い
て比重遠心法にて単核飼畜を分離し，Mediumにて
1回洗浄後，cell　pelletsを一70℃にて保存しDNA
抽出に用いた．
　凍結細胞（1×107～1×108）に対し，Urea　lysis
buffer（ULB；7mo1／1尿素，2％（W／V）SDS，0．35
mol／1　NaCl，　1　mmol／1　EDTA，　10　mmol／1　Tris－HCI
（PH　8．0））を加え，さらに，フェノール（核酸抽出
用，和光純薬）およびクロロホルムイソアミルアル
コール（CIA；クロロホルム24容に対し，イソアミ
ルアルコール1容を加えたもの）による抽出を行っ
た．フェノール，CIA抽出後，5mlのIysateに対
し2．2gの塩化セシウム（CsC1；密度勾配遠心用，半
井化学）を加え，SW　41　tubeに5．8mo1／I　CsCl　3．5
mlを入れて重層し，30000　rpm，22℃で16～18時
間遠心した．遠心後DNA　を回収し，0．1×SSC
（standard　saline　citrate）にて透析した．透析後の
DNAは5mol／1　NaCl　20～50μ1を加え，エタノー
ル沈殿後，0．1×SSCO．5～1．「Omlに溶解した．比色
計にてDNA：量を測定後，以下の実験：に用いた．
　（2）制限酵素による高分子DNAの切断とアガ
　　ロース電気泳動
　DNA　10μgに制限酵素（Bgl　II，　Bam　HI，　Hind
III；タカラ酒造）10～20単位を各々加えた後，37℃
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にて8～12時間反応させた．制限酵素反応用バッフ
ァーはそれぞれ至適塩濃度に合わせて調整した．制
限酵素により切断されたDNAを，エタノール沈殿
後，30μ1の蒸留水に溶解し，loading用緩衝液（5×
BJ；グリセオール25％，プロモフェノールブルー
0．02％，025MEDTA）を7μ1加え，以下の電気
泳動を行った．電気泳動用緩衝液としては，1×TBE
（O．025　mol／1　Tris，　O．5　mmol／1　EDTA，　O．024　mol／
lBoric　acid）を用い0．8％アガロースゲルを作成
した．すなわち，300m1のフラスコにアガロース（タ
カラLO3アガロース）1．2gと1×TBE　150　mlを
入れ，エチジウムブロマイド溶液6．5μ1を加えてア
ガロースゲルを作成した．
　検体DNAをゲルのスロットに入れ，30～50　V
で12～18時間電気泳動を行った．DNAのサイズマ
ーカーとしては，Hind　III切断λDNAを用いた．
　電気泳動後，UV－light（短波長）にて，ゲルの写
真撮影を行い，その後ゲルの変性（変性用緩衝液45
分；0．25NNaOH，0．6mol／1　NaCl），中和（中和
用緩衝液45分；0．24mo1／1　Tris，0．6mol／l　NaCI
（PH　7．5））を行った．ナイロン膜（ゼーターバイン
ド；クノ社）に，サザン原法に従いトランスファーを
一晩行った後，プロットをUV－1ight（短波長）で5
分間照射固定し，ナイロンバッグに入れ，ハイブリ
ダイゼーションを行った．
　（3）ランダムプライミング法によるプローブ
　　DNAの標識
　使用したプローブは，Dr　C．R．　Bartram　（Ulm
Univ，　FRG）より供与された2．OKb　Bgl　II／Hind
III切断5’一bcrおよびDr　R．G．　Gemmill（The
Genetic　Center，　AZ，　USA）より供与された1．1Kb
Hind　III／EcoR　I切断3’一bcrの二種類を用いた．各
プローブDNA　200　ngを一回の標識に使い100℃
で3分間熱変性させた後，BSA（シグマ社）1μ1，ヘ
キサマー（ファルマシア社）2．5μ1，ランダムプライ
ミング用反応液（0．5mol／1　HEPES，12．5mmol／I
MgC12，　125　mmol／1　Tris　（PH　8．0），　25　mmol／1　2－
ME，　50　ptmol／1　dGTP，　50　ptmol／1　dTTP，　50
μmol／1　dCTP）10μ1を加えた．凍結乾燥させた32
P－dATP（アマシャム社）200μCiに，以上の反応
液を加え，最後に2μ1のKlenow（タカラ酒造）を
添加後，室温で2時間～一晩反応させた．反応終了
後，Sephadex　G－75（ファルマシア社）のカラムで
未反応のヌクレオチドを取り除いた．
　（4）サザンハイブリダイゼーション
　プロットの入ったナイロンバッグにハイブリダイ
ゼーション用緩衝液（1％　BSA，0．5　mol／l　Na2
こ口O4，　O．5mol／1　NaH2PO4，　l　mmol／1　EDTA－
2Na，7％SDS（PH　7．0））を20　m1入れ，68℃にて
5～15分プレハイブリダイゼーションを行った．標
識したプローブ1×108cpmに，1／4容のdeionized
formamideを加え，100℃，5分間熱変性した後，プ
ロットに加え，68℃の恒温槽で一晩ハイブリダイ
ゼーションを行った．
　ハイブリダイゼーションの終わったプロットは，
洗浄用緩衝液A（0．5％BSA，1mmol／1　EDTA－
2Na，　40　mmol／1　Na2　HPO4，　40　mmol／1　NaH2　PO4，
1％SDS（PH　6．8））で20分間2回，洗浄用緩衝液
B（1mmol／1　EDTA－2Na，40　mmol／l　Na2　HPO4，
40mmol／1　NaH2　PO4，1％SDS（PH　6．8））で15
分間4回各々洗浄した．洗浄後のプロットは，増感
紙（ライトニングプラス；デュポン社）とX線フィ
ルム（フジフィルム）を用いて8～72時間オートラ
ジオグラフィーを行った．
　（5）統計学的検討
　CM：L　25例をPh転座の有無iおよびBCR再構成
の有無によって4群に分け，CMLの特徴を表す各
因子（ヘモグロビン，白血球数，末梢血の芽球，単
球，好塩基球，血小板数，骨髄の芽球，好中球アル
カリフォスファターゼ値（NAP））をmean±2　SD
で表した．2活間の比較はカイ2乗検定，Fisherの
直接確率により，有意差検定は危険率5％　にて
generalized　Wilcoxon　testにより行った．予測生
存率はKaplan－Meier法により求め，曲線を描きそ
の差の検定は危険率5％にてgeneralized　Wilcox－
on　testにより行った．
結 果
　（1）血液学的所見
　CML　25例の診断時の血液学的所見を表1に示
す．分子生物学的検：討を行った25例の内訳は，男性
16例，女性9例で，年齢は15～75才（中央値50才），
病期は慢性期（chronic　phase）20例，急性転化
（blastic　crisis）5例であった．急性転化5例のうち
症例21のみ初診時急転型CMLで，他の4例は慢
性期を経過しそれぞれLymphoid　crisis（症例1），
Myeloid　crisis　（症例5，7），Megakaryoblastic
crisis（症例16）に到った．慢性期20例においては，
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表1慢性骨髄性白血病25例の血液学的および臨床所見
Peri　hera1　Blood Bone　HarrowNAP Or　anome　a1
Pt．　No． NameAgeSexStageHb WBC Blast慧ono Baso Plt Blast Score
（9／d1）×103／μ1（％） （％） （％） ×103／μ1 （％） （rate）1iverspleen
1 S．M． 23 F BC 6．9 421 5 0 3 ！140 3．8 26（13） 一 十
2 O．M 33 M CP16．2 27 0 3 4 390 7．8 107（48）一 一
3 S．K 36 M CP15．8 15 0 5 2 326 0．8 98（42） 一 十
4 Y．A 39 M CP 6．3 630 5 0 5 616 2．0 27（16） 一 十十
5 T．S 40 M BC 8．6 387 17 4 5 260 3．4 ユ4（7） 一 十十十
6 O．Y 43 M CP12．5 20 0 2 15 503 1．4 33（27） 十 一
7 T．Y 49 F BC13．5 104 30 0 8 560 40．2 43（25） 一 十十十
8 K．K 50 M CP 9．3 167 2 0 6 348 3．4 99（42） 十 十十
9 Y．S 52 M CP13．3 14 0 1 34 1493 9．2 53（24） 一 一
10 A．S 53 M CP！6．8 17 0 1 ユ9 2442 1．2 26（13） 一 十
11 C．A 55 M CP 6．4 19！ 4 0 9 284 2．8 21（10） 十 十十十
ユ2 M．A 58 F CP 7．4 378 1 2 7 668 5．4 7（4） 十十 十十十
13 K．H 59 F CP10．6 37 1 2 10 817 6．2 77（34） 一 一
14 O．M 66 F CP10．5 193 1 2 2 531 0．2 44（23）十十 一
15 S．S 67 M CP15．6 98 1 0 12 868 3．6 91（43） 一 十
16 Y．M 75 F BC13．9 29 0 1 7 1010 dry　tap124（66）一 一
17 O．K 25 M CP10．7 10 2 0 6 329 4．4 8（7） 一 十十十
18 K．M 60 F CP1ユ．8 19 0 3 2 959 0．0 ユ49（69） 一 十
19 T．C 47 F CP！2．0 39 0 0 5 422 0．6 10w（10w）十 十
20 T．Y 69 M CP 8．9 36 0 0 39 1000 0．8 10w（10w）十 十
21 0．R 15 F BC 9．0 284 20 0 10 ！15 n．d． n．d． 十 十
22 K．H 43 M CP10．4 65 1 0 6 1150 5．0 20（12） 十 十十
23 1．T 23 M CP 6．8 82 6 0 0 67 5．0 24（14） 一 一
24 O．Y 58 M CP 5．0 193 4 1 1 110 6．2 45（12） 十 十
25 1．K 59 M CP11．2 23 3 1 1 138 4．2 41（20） 十 十
注）CP：Chronic　phase．　n．　d．：not　done．
　BC：Blastic　crisis．
Organomegaly：（　一　）；not　palpated．
　　　　　（　　＋　　）；0～4c皿．
　　　　　（　＋＋　）；5～9cm．
　　　　　（＋＋＋）；）10cm．
症例23～25を除く全例で好塩基球増加が認められ
たが，単球増加を認めた例はなかった．肝腫は11例
に，脾腫は18例に認められたが，脾腫の程度は様々
で慢性期に脾腫を欠く症例も見られた．
　（2）細胞遺伝学的ならびに分子生物学的検討
　細胞遺伝学的ならびに分子生物学的検討の結果を
表2に示した．症例1～18は，Ph転座を殆どの例で
100％認めるPh（＋）CMLで，これらの症例では
18例中16例に5’・bcr，3’一bcrプローブのいずれを
用いてもBgl　IIで切断された領域に再構成を認め
た．しかしながら症例17では3’一bcrプローブのみ
で再構成を認め，5’一bcrプローブでは再構成を認め
ず，5’一bcrの欠失が疑われた．又，症例18では，5’一bcr
および3’一bcrいずれのプローブを用いても再構成
を認めず，M－BCR領域の欠失かあるいはM－BCR
の外での切断が示唆された．これらの2症例はいず
れも慢性期CMLであったが，それぞれ6カ月，12
カ月後に急性転化に到った．この時のサザンプロッ
トによるM－BCRの検討結果は慢性期と同一であ
った．症例19，20は初診時には正常核型が100％で
あったが，経時的な染色体分析の結果初診より36カ
月後にはPh保有細胞がそれぞれ53％，91％認め
られた．一方，これらの2例においてM－BCR再構
成は初診時より認められ，Ph保有細胞が出現した時
期と同一の再構成様式を示した．症例21～25は細胞
遺伝学的にPh転座を認めないいわゆるPh（一）
CMLであるが，5例中2例（症例21，22）にM－BCR
内での再構成を認めた．
　今回検討した25例のM－BCR再構成を示すサザ
ンプロットを図1に示す．Bgl　IIを制限酵素として
用い，5’一bcrをプローブとしてハイブリダイズした
ものであるが，症例17，18，22～25を除く全例に再
構成を示すバンドが認められる．表2に示す通り，
5’一bcr，3’一bcrいずれのプローブを用いても，　Bgl　II
で最も高率に再構成が検出されたが，Bgl　IIの
RFLPの可能性も否定できない為，次にPh転座を
（4）
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表2　細胞遺伝学的および分子生物学的所見
Chromosomes
Bgl　H
5’bcr
aa皿HIHind皿Bgl∬
3’bcr
@　　BamH　IHind皿
1 46，XX，　tPh（80男）／46，　XX（20駕）G／R G G G／R G／R G／R
46，XY，　tPh（100％） G／R G／R G G／R G G
46，XY，　tPh（100鬼） G／R G G G／R G G
46，XY，　tPh（100％） G／R G G G／R G／R G／R
46，XY，　tPh（100％） G／R G／R G G／R G G
46，XY，　tPh（100％） G／R G G G／R G G
46，XX，　tPh（100％） G／R G G G／R G／R G
46，XY，　tPh（100％） G／R G G G／R G／R G
46，XY，　tPh（100％） G／R G G G／R G G
1 46，XY，　tPh（100％） G／R G G G／R G／R G／R
1146，XY，　tPh（100％） G／R G G G／R G G
1 46，XX，　tPh（100男） G／R G G G／R G G
1 46，XX，　tPh（100％） G／R G G G／R G／R G／R
1 46，XX，　tPh（100％） G／R G G G／R G G
1 46，XY，　tPh（100％） G／R G G G／R G G
1 46，XX，　tPh（100％） G／R G G G／R G G
1 46，XY，　tPh（100％） G G G G／R G／R G
1 46，XX，　tPh（100％） G G G G G G
1 46，XX（100％） G／R G G G／R G G
※1 46，XX，　tPh（53％）／46，　XX（47瓢）G／R G G G／R G G
2 46，XY（100完） G／R G G G／R G G
※2 46，XY，　tPh（91％）／46，　XX（9％）G／R G G G／R G G
2146，XX（100％） G／R G G G／R G G
2 46，XY（100％） G／R G G G／R G G
2 46，XY（100賠） G G G G G G
2 46，XY（100躬） G G G G G G
2 46，XY（100％） G G G G G G
注）※；初診より36カ月後
　tPh；　t（9；22）　（q34；qll）
認めないAML　35例のDNAを用いて検討した．
図2に一部の症例のサザンプロットを示すが，全例
が胚細胞型であった．
　次に，M－BCR再構成の認められたCML　20例に
ついて，その切断部位について検討した結果を図3
に示す．5’側のBgl　II－Hind　III領域を1とし，以下
Hind　III－Bam　HI領域（II），Bam　HI－Hind　III領域
（III），Hind　III－Bgl　II領域（IV），Bgl　II－Bam　HI領
域（V），Bam　HI－Hind　III領域（VI）に分けて切断
点を検討したところ，IIに切断点を有する例が最も
多く，次にIV，　IIIに切断点を有する例が多く認め
られた．1，V，　VIに切断点を有する例はなかった．急
性転化の症例を星印で示したが，II，　III，　IVいずれ
の領域にも切断点は認められ，病期による切断点の
差は認められなかった．また，症例4，10，17，18の
4例では，経時的に慢性期，急性転化の両方でM－
BCR再構成について検討したが，再構成様式に変化
はなく，慢性期，急性転化共に同じサイズの再構成
バンドを示した．
　（3）治療および臨床経過
　CML　25例の治療および臨床経過について表3に
示す．慢性期の治療はBusulfanによるものが最も
多く，次に ydroxyureaで，6例にlnterferon
alpha（IFNα）が試みられている．10例において急
性転化がおこっているが，全例がBusulfanまたは
IFNα使用例で，　Hydroxyurea使用例には現時点で
急性転化を認めていない．急転後の期間は，1カ月
～10カ月（中央値5カ月）であるが，M－BCR欠失
を認めた2例（症例17，18）においてはそれぞれ10
カ月，9カ月と，急転後の経過が長い傾向が見られ
（5）
1991年3月 岩渕：慢性骨髄性白血病におけるPh転座とM－BCR再構成の意義 一　111　一
Kb
1
pt
5．。一騨雌i，i、z
Kb
14
5、◎一　・…嚇∫
ll　1黛　i3　（3
N　攣　　　も　　　轍
1轡ザ
駒轍繭京劇磯
・轍嶽　◎
15　　墨｛｝　　1ア　　　笠欝：：’　19－a　　雪9凋b　20－a　20蹴b　　2董　　22　　　23　　　24　　　25
編職　　卿馴言明7
　　　　　の鱒鱗灘鐸獅二　鱒繭鵯
図1CML　25例のM－BCR再構成を示すサザンプロットを図1に示す．　Bgl　IIを制限
　　酵素として用い，5’一bcrをプローブとしてハイブリダイズしたものであるが，症例17，
　　！8，22～25以外の全例に再構成を示すバンドが認められる．
た．
　（4）　統計学的検討
　CML　25例における分子生物学的検討の結果と血
液学的所見および治療，予後の関係について，統計
学的検討を試みた．表4にPh転座の有無，および
M－BCR再構成の有無により，CMLを4群に分類し
て，それぞれの血液学的所見を示した．Group　Iは
Ph（十）CML，　Group　IIはPh（一）CML，　Group
IIIは分子生物学的にM－BCR　再構成を認める
CML（M－BCR（十）CML），Group　IVはM－BCR
再構成を認めないCML（M・BCR（一）CML）であ
る．Ph（＋）CMLはPh（一）CMLに対して，骨
髄芽球，好塩基球，血小板数が高値を示し，Wilcoxon
検定にて有意差を認めた．一方，白血球数，ヘモグ
ロビン，NAP，肝脾腫等は，有意差を認めず，また，
単球数も両者の間に差はなかった．Group　III　と
Group　IVを比較すると，　M－BCR（十）CMLは
M－BCR（一）CMLに対して，好塩基球，血小板数
が高値を示したが，他は有意差を認めなかった．
　予後との関係につき，Kaplan－Meier法にて検討
した結果，Ph（十）CMLとPh（一）CMLの間で
は 5％の危険率で有意差を認めた．一方，M－BCR
（＋）CMLとM・BCR（一）CMLの間では，有意
差を認めなかった．
　急性転化後の生存期間について，カイ2乗検定お
よびFisherの直接確率にて解析した結果，　Group　I
～IV　の間で有意差は認めなかったが，　Ph　（＋）
M－BCR（一）CMLの2例（症例17，18）と，　Ph（一）
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図2Ph転座を認めないAML　35例の内，一部の症例（17例）のサザンプロットを図
　　2に示す．これはBgl　IIのRFLPの可能性を否定するために検討した．結果は全例
　　が胚細胞型であった．
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図3CML　25例におけるM・BCR内での切断点を図
　　3に示す．IIに切断点を有する例が最も多く，次に
　　IV，　IIIに切断点を有する例が多かった．急性転化の
　　症例を星印で示したが，II，　III，　IVいずれの領域に
　　も切断点は認められ，病期による切断点の差は認め
　　られなかった．
M－BCR（一）CMLの1例（症例24）で，急転後の
生存期間が共に9～10カ月と長い傾向が見られた．
考 案
　CMLではPh転座という特異的染色体異常が発
見され，さらにこの変化がABL－BCR遺伝子融合と
いう分子生物学的レベルでとらえられるようになっ
た．すなわち，CMLは造血器腫瘍における発癌機構
の解明において中心的存在であったが，分子生物学
的変化の臨床的意義付けについてはまだ一定の解明
が得られていない．CMLの治療において骨髄移植
の他に新しい展開がみられない現状を考えると，
CMLの病態の本質を解明する目的で，臨床像を詳
細に分析すると同時に分子生物学的アプローチによ
り，CMLを新しい観点から見直す必要があると考
える．
　Ph転座に伴う一連の分子生物学的変化は，　BCR
とABLの融合から始まり，チロシンキナーゼ活性
を有するP210の産生に到る．この変化はPh（＋）
CMLのほとんどすべての症例とPh（一）CMLの
一部の症例で認められることより，CMLにおける
leukemogenesisを担う変化と考えられるが一部の
Ph（＋）CMLではM－BCR再構成を認めないもの
がある．1987年Schaefer－Regoらは’4例のPh
（＋）CMLにおいてM－BCR内の数種類のプローブ
を用いても再構成を検出し得ない例を報告し，さら
にそれらの3例は8．Okb　chimeric　BCR／ABL
mRNA　を形成していないとしている．彼らはM－
BCRの外での切断であると結論づけている10）が，
もしも，M－BCR外の切断とするならば，　chimeric
mRNA形成に最も重要となるM－BCR内の第2，
第3エクソンとの融合は不可能であり，CMLにお
いて最も重要となるであろうP210蛋白の形成は
理論的には行われないことになる．
　一方，1986年Bartramらは1例のPh（＋）CML
においてM－BCR内での部分欠失を認めたと報告
しており，この症例においてはBCR－ABL融合が一
度起こった後に，DNAの二次的な部分欠失が生じ
たと結論している11）．DNAの二次的な部分欠失は
樹立細胞株においても見られ，CMLの細胞株K一
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表3治療および臨床経過
Pt
mO．
Treatment Blastic
モ窒奄唐奄刀
iBC）
Periods
盾?　BC
imonth）
Survivals
@　（month）
1Busulfan→VCR，　PSL 十 4 138
Busulfan ｝ 0 25＋
Hydroxyurea 一 0 25＋
Busulfan→IFNα 十 6 52＋
PLAC，　Busulfan，題HC，　Carboquone，　Splenectom
@　→D．V．　P，　BHAC，6一虹P，　Hydroxyurea，　Ara－C
十 3 51
Hydroxyurea 一 0 25＋
Busulfan→D．　V．　P 十 4 108
IFN　α→Busulfan，　Hydroxyurea一 0 45＋
IFNα 一 0 30＋
1 Busulfan→IFN　α→廻CNU 十 8 57
11Busulfan 『 0 16＋
1 Hydroxyurea 一 0 27＋
1 IFNα 一 0 41＋
1 Busulfan 一 0 16＋
1 Busulfan 一 0 58＋
1 Busulfan→Hydroxyurea，腫HC，　Ara－C十 1 29
1 IFNα→Busulfan 十 10 32
1 Busulfan，　VCR，　Hydroxyurea，　Vit　D3
@　→BHAC－PODN，　Ara－C，　ADH
十 9 71
1 NT 一 0 48
2 NT 一 0 114＋
21VCR 十 1 1
2 Busulfan 一 0 58＋
2 Busulfan→Carboquone 一 0 58＋
24Busulfan→Carboquone 十 10 14
2 PSL，　Vit　D3　　，6一亘P，　Hydroxyurea 一 0 41
注）　IFNα；Interferon　alpha
　　VCR；　Vincristine
　　PSL；　Prednisolone
　　6－MP；　6－Mercaptopurine
　　Vit　D3　；1，25－dihydroxy　vjtamin　D　3
562では3’側のM－BCR部分欠失が見られる12）13）．
この場合はBCR－AB：L　chimeric　mRNAに不必要
な部分の欠失でP210形成には何ら支障がないが，
自験例でもPh（＋）CML　20例中2例において第2
エクソン部分を含む5’側M－BCRの部分昌昌が見
られた．これらの症例においては初診時より血液学
的にはM－BCRに再構成を有するPh（＋）CMLと
全く同一であったことよりCMLの経過中に二次
的なDNAの部分欠失が生じたと考えられる．さら
に興味深いことに，この部分欠失は慢性期において
すでに認められた．2例共6～12カ月後に急性転化
を招来しているが，急転時も5’一bcr再構成は認めら
D．　V．　P；　Daunomycin（DM），VCR，　PSL
藍冨C；　質itomycin　C
AD舳；　Adria皿ycin
BHAC－PODM；　BHAC，　PSL，　VCR，　DM，　6－MP
NT；no　treat皿ent
れず，このことより，M－BCR再構成はCMLの発
生の比較的早期のステップに関与していることが示
唆された．
　一方，1ate　appearing　Phの2例で，　Ph陽性ク
ローンの出現以前にM－BCR再構成が認められ，さ
らに初診時よりPh（＋）CMLとしての特徴を有す
る臨床症状を有していたことは，CML　における
leukemogenesisを考える上でM－BCR部分欠失と
同様，重要な意味を持つと考えられた．
　個々の症例におけるM・BCR内での切断部位に
ついては，今回の検討ではエクソン2，3付近に集中
して見られたが，Shtalridらは慢性期と急性転化時
（8）
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表4Ph転座とM－BCR再構成の有無により分類されたCML各面の
　　血液学的および臨床所見
Group　I Group　H Group皿 Group　IV
Age（＞60　Y．0） 5／20 0／5 4／20 1／5
Sex（皿ale／female）12／8 4／1 12／8 4／1
Hb（101g／dl）113．0±32．884．8±25， 111．5±33．291．0±30．1
WBC（×103　／11）141．6±177．0129．4±106．157，6±175．365．4±76．8
B1（％） ※　　3．8±　7．7 6．8±　7． 4．9±　8．5 3．0±　2．2
亙。（％） 1．3±　1．5 0．2±　0． 1．2±　1，5 0．8±　1．3
Ba（％） ※　10．0±10．13．4±　4． ※　10．4±　9，91．8±　2．5
Plt（×103か1）※698．3±377．3316．0±466．※697．2±400．3320．6±370．7
BM－Bl（％） 34．8±26．51．0±　8． 37．5±25．939．6±：23．5
MP　score 62．2±44．732．5±12． 57．2±38．653．4±55．4
NAP　rate 29．7±20。514．5±　3． 27，4±17．924．4±25．4
Spleno皿egaly 14／20 4／5 14／20 4／5
Hepato皿egaly 6／20 4／5 8／20 2／5
Total 20 5 20 5
Group　1　；　CML　patients　with　Ph　translocation
Group　1；　CML　patients　without　Ph　translocation
Group　M；　CML　patients　with　BCR　rearrangement
Group　IV；　CML　patients　without　BCR　rearrangement
Spleno皿egaly　more　than　2（皿　below　the　left　costal　margin
Hepatomegaly　more　than　2crn　below　the　right　costal　margin
X；　significant　difference　（mean±2SD；　computed　by　Vilcoxon　test）
においてM－BCR内での切断部位が異なると報告
している14）．しかしながら，自験例では病期による差
は認められなかった．また，田中らはエクソン2で
切断される症例とエクソン3で切断されるものでは
病像が異なり，これはsplicing　mechanismによる
mRNAの読取りと関係があるのではないかと結論
している15）．われわれの症例では切断されるエクソ
ン部分による臨床像の差はなく，splicing　mecha－
nismによるmRNAの読取りが臨床像に影響を及
ぼさないことが示唆された．
　Ph（一）CMLでは，以前よりその疾患の独立性
が疑問視されていたが16）17），一部の症例でM－BCR
再構成を認めたことより，疾患としての位置づけが
比較的明確になった18）．しかしながら，臨床的にPh
（一）CML　として一括されている疾患の中には，
Myelodysplastic　syndrome（MDS）を含む種々の
疾患が混在する可能性もあり，さらに細胞遺伝学的
検討によりmasked　Ph等の複雑型Ph転座を完全
に除外しきれない場合もあると考えられる19）．また，
われわれの1ate　appearing　Phの2例のように初診
時Ph（一）であるにもかかわらず，その後の経過で
Ph（＋）クローンが増加する症例もあるため，診断
の時期も問題となる．Kantarjian　らはPh　（一）
CMLの本質が細胞遺伝学的手法によってとらえる
ことのできないあまりにも微小な変化である可能性
をあげているが20），これは細胞遺伝学的手法の技術
的限界であ ．さらに分子生物学的手法では細胞周
期においてすべての細胞周期にあるものをとらえ得
るのに対して，染色体分析では分裂中期のものしか
とらえられないということが考えられる．
　今回の検討では，Ph　（一）CM：L　5例中2例に
M－BCR再構成を認めた（Ph（一）M－BCR（＋）
CML）．このPh（一）M－BCR（十）CMLが，　Ph
（＋）M－BCR（＋）CMLと区別しがたいという報告
は，MorrisらおよびOhyashikiらの他にも散見さ
れる21）～26）．今回の検討においてもlate　appearing
Phとして扱われた症例が本質的にPh（＋）M－BCR
（＋）CMLと同一の疾患であるのと同様にPh（＋）
M－BCR（＋）CMLの一亜型と考えられた．
　一方，M－BCR再構成を認めないPh（一）CML
（Ph（一）M－BCR（一）CML）3例中2例は明らか
な急性転化に到らず，急性転化を起こした1例にお
いてもその後の経過が10カ月と長かった．このこと
よりM－BCR再構成欠如に基くP210の欠如が緩
（9）
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酌な経過と関連している可能性が示唆された．Kur－
zrockらはPh（一）M－BCR（一）CMLの症例を
検討し，BCR／ABL　fusion　geneがCMLの進展に
必要であると考え，このfusion　geneが認められな
いCMLでは慢性期の病像を呈し，急性転化への進
展を認めないと報告している27）．しかしながら，今回
の検討では，3例中1例に急性転化を認めており，さ
らに前述のPh（＋）M－BCR（一）CMLにおいて
も急性転化へ進展したことより，CMLの進展につ
いては，第2，第3の癌遺伝子変化の関与が強く示
唆された．LeMaistreらは，　N－RASの点突然変異
について，Ph（十）CMLとPh（一）CMLで検討
し，Ph（一）CMLでは高頻度にN－RAS点突然変
異を認めたと述べている28）．CMLにおけるABL
以外の癌遺伝子の関与については今後の課題といえ
る．
結 語
　CML　25例について細胞遺伝学的および分子生物
学的検討を行うことにより，以下の結論を得た．
　1）Ph（十）CMLとPh（一）CMLとの比較に
おいて，Ph（一）CMLの生存期間が短かった．
　2）Ph（一）M－BCR（十）CMLはPh（十）M－BCR
（＋）CMLと本質的に同一の疾患と考えられる．
　3）Ph（十）M－BCR（一）CMLおよびPh（一）
M－BCR（一）CMLは急性転化後の経過が長いこと
より，P210の欠如が緩慢な臨床経過と関係してい
ると思われる．
　4）1ate　appearing　Phの2例についてはPh転座
が検出される以前よりM－BCRの再構成を認めた
ことより，この2例は初診時より典型的CMLと考
えられる．
　5）M－BCR再構成から始まりP210に到る一連
の分子生物学的変化と臨床経過の関連が強く示唆さ
れ，M－BCR再構成の有無は臨床的意義が深いと考
えられた．
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